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(57)Abrege 
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COMPOSITION A BASE DE PROANTHOCYANI DOLS . LEDR 
APPLICATION PHAFMACOLOGIQUE 

L* invention concerne des compositions h base de 
proanthocyanidols ainsi que leur application dans des 
compositions pharmaceutiques. 

Les Proanthocyanidols appartiennent & la famille 
des polyphenols connus pour leurs facultes de se 
fixer f 4 des degrds tr£s divers, sur les prolines. 

Les polyphenols participent de fa9on g6n6rale & 
la formation de tanins presents notamment chez 
certains vegetaux. 

L 9 invention se rapporte & des compositions 
contenant des classes specif iques de tanins, appel6s 
tanins catechiques (synonyme de proanthocyanidols ou 
procyanidols) . Elle se rapporte plus pr6cis6ment & des 
polymdres de tahin catechique. 

D'une fagon gdndrale on connaissait jusqu'A 
present la capacity de certains extraits bruts de 
vegetaux comprenant divers tanins, de presenter une 
activite antiseptique, voire quelguefois anti-virale* 

Certains tanins presents sous forme d'oligomferes, 
etaient utilises pour leurs proprietes veinotoniques. 
Jusqu'i present , les tanins catechiques ou autres, 
pharmaceutiquement utilisables etaient en general 
constitu6s par des oligom&res (de poids moieculaires 
generalement inferieurs k 1000). On 6cartait 
systematiquement les tanins de poids moieculaires (PM) 
eieves, notamment les polymeres. Par exemple, on 
rappelle que pour les tanins gall iques (autre famille 
de tanins presents par exemple chez les v6g6taux) la 
cytotoxicite augmente avec le poids moieculaire, ce 
qui ne favor ise pas leur utilisation. 

Les -inventeurs ont maintenant constate que des 
tanins - catechi^ios de pcids moieculaire 61ev6. se 
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presentant sous la forme de polym&res, peuvent 
s f av6rer interessants pour leurs proprietes 
pharaacologiques . 

L 1 invention conceme h cat egard une composition 
& base de proanthocyanidols, notannnent d'origine * 
v6g6tale, caracteris6e par une proportion pond£rale 
d v au moins 50% de molecules ayant des poids 
moieculaires apparents sup6rieurs & 2000, cette 
proportion etant constitute d*au moins 40% de 
proanthocyanidols , ce pourcentage etant exprime en 
fonction tannante, et en ce que ladlte composition est 
essentiellement exempt e: 

- d 1 essences aromatigues et notamment d'huiles 
essentielles, de resines et autres substances 
lipophiles, 

- de sucres polymerises tels que I'amidon, les gommes , 
les derives cellulosiques, 

- de sucres oligomferes tels que le saccharose, le 
glucose, le levulose. 

Des methodes particuliferement adaptees pour la 
selection de compositions comprenant des 
proanthocyanidols et repondant i la definition ci- 
dessus sont par exemple les suivantes: 
a/ Pour caracteriser le niveau de la fonction 
tannante des proanthocyanidols des compositions ci- 
dessus, on pourra mettre en oeuvre le dosage sulvant 
qui comprend d'une part un dosage de la fonction 
polyphenolique, d 1 autre part, un dosage de la fonction 
tannante. 

IV -Dosage de la fonction polyphenolique: 

Dans ce dosage on utilise la propriety des 
polyphenols de reduire I'acide phosphotungstique. Le 
dosage est realise selon les normes de la pharmacopee 
fran?aise 9 # edition. 
R6actif phosphotung&tiquer {A) : 
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On chauffe h reflux lOg de tungstate de sodium 
avec 8ml d'acide orthophosphorique et 75ml d'eau 
d£sionnis£e pendant 3 heures. On laisse refroidir et 
on complete & 100ml avec de l'eau d£sionnis£e. 
Solution de carbonate de sodium h 15% dans de l'eau 
d£sionnis£e: rdactif B. 

On p&se 50mg de l'£chantillon contenant le 
proanthocyanidol & doser et on les dissout dans 10ml 
d'eau mesure exactement. 

On preifeve 2ml de cette solution et on la dilue It 
25ml dans une fiole jaug6e, (solution C). 
Dans une fiole jaugee de 50ml, on place: 

Solution C; 5 ml 

R6actif A: 1ml 

Rgactif B: q.s.50ml. 

On lit la density optigue (D.O.) & 715nm, 2 
minutes exactement aprfes le melange du dernier 
r6actif . On op£re de m&ne avec une gamine de quant ites 
croissantes de pyrogallol (0 h 50mg) comme references 
et l'on mesure la density optique obtenue avec chacune 
d f entre elles. La teneur en proanthocyanidol de 
I'echantillon etudie, est exprime par reference & la 
quantity de pyrogallol (quantity mesuree) qui 
conduirait, dans les m&aes conditions d 1 analyse, h la 
m£me mesure de D.O. La determination de cette quantity 
de pyrogallol se fait par reference aux resultats des 
mesures faites dans les conditions sus-indiqu6es avec 
les quantites croissantes de pyrogallol utilises & 
titre de references. 
27 -Dosage de la fonction tannante: 

Une solution aqueuse de proanthocyanidol pr£par£e 
comme la solution C ci-dessus. On effectue alors le 
dosage de la fonction polyphdnolique comme indique 
ci-dessus. Oa agite ensuite 5ml de la solution pendant 
une heure & tessjperats&re ambiante avec lg de psudre $e 
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peau prechromee (Merck ref. 4332) ? puis la solution 
est filtree sur papier . 

On opfere ensuite un dosage de la fonction 
polyphenolique totale sur le filtrat come ci-dessus. 
La fonction tannante represente la difference entre la 
valeur trouvee pour les polyphenols totaux et la 
valeur trouvee sur le filtrat, separe par la poudre de 
peau. 

b/ Pour determiner la fraction des proanthocyanidols 
dont le poids moieculaire apparent est supdrieur & 
2000, on pourra utiliser la methode de determination 
du poids moieculaire suivante: 

On opfere dans un premier temps une 
chromatographie haute performance d 1 exclusion sur gel 
pBondagel 125 (Waters) dans un solvant aprotique, 
contre des temoins de polystyrene (Aldrich) 
Debit: 0,5 ml/minute en isocratique. 
Solvant: Chlor o f orme-dim6thy 1 sul f oxy de 50*50 (v/v) 
Detection: D.O. & 283nm 

Concentration des temoins: Img/ml dans le seme solvant 
Concentration du proanthocyanidol: 0,05mg/ml dans le 
meme solvant . 

Poids moleculaires des temoins: 184.200, 50.000, 
24.150, 7.025, 4.136 et 2.000. 

Le temoin de 184.200 de poids moieculaire est 
utilise comme temoin d 1 exclusion total sur le gel. En 
effet ce type de gel ne retient pas les poids 
moleculaires superieurs & 50.000. On calcule ensuite 
le temps de retention relatif de chaque echantillon 
par rapport au temoin totalement exclu. 

On trace la courbe de correspondance entre les 
logarithmes decimaux des poids moleculaires des 
temoins et les temps relatifs de retention 
correspondatits. ,Le poids moieculaire des 
proantfcqe^anidols , presents ^st appr6cie par 
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comparaison du temps de retention mesure pour eux et 
des temps de retention des t6moins. Ces methodes sont 
donnees uniquement & titre d'exemple* 

D'autres methodes permettant de determiner la 
proportion de proanthocyanidols dans une composition 
donnee et conduisant egalement & donner la repartition 
en poids des proanthocyanidols presents, sont 
naturellement adaptees & la realisation de 
1 9 invention* 

L' invention vise egalement une composition & base 
de proanthocyanidols repondant aux definitions ci- 
dessus, caracterisee en ce gu v elle est en outre 
essentiellement exempte: 

- de proteines vegetales, 

- d'acide gallique et de tanins galliques, 

- de flavonoides n v appartenant pas & la famille des 
f lavanes-diols , 

- de f lavanes-diols oligom&res, 

- d'acides phenols. 

Selon un premier mode de realisation avantageux 
de 1* invention, les compositions de l f invention sont 
caracterisees en ce qu'elles sont const itu6es d'au 
moins environ 95% en poids sec de proanthocyanidols. 

Selon un autre aspect avantageux de 1» invention, 
ces compositions & base de proanthocyanidols sont 
caracterisees en ce que les proanthocyanidols ont un 
poids moieculaire compris entre environ 2000 ± 500 et 
environ 55000 ± 5000. 

Une composition part icul iferement interessante 
comprend de preference des proanthocyanodols de poids 
moieculaire d v environ 45000 ± 5000. 

D'autres compositions part icul iferement int6~ 
ressantes sont des compositions comprenant des 
proanthocyanidola ayant un poids moieculaire d 9 environ 
5000 ± 500, ou des compositions cemprenant des 
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proanthocyanidols ayant un poids moieculaire d 1 environ 
1000 ± 300. 

La determination de la purete du proanthocyanidol 
polym&re, dans un interval le de poids moieculaire 
choisi, peut etre effectuee en utilisant une 
chromatographic sur gel, & l'aide d'une membrane 
organigue ayant un seuil de coupure determine, par 
exemple une membrane de polyethersulfone ou de 
difluorure de polyvinyl idfene. Des details concernant 
le protocole mis en oeuvre sont donn6s dans les 
examples. 

Les compositions adaptees & la realisation de 
l f invention sont selon une autre definition , 
caract£ris£es en ce qu'elles comprennent des 
proanthocyanidols sous forme de polymeres, repondant h 
la formule suivante: 




dans laquelle n est un entier superieur ou 6gal & 3 et 
de preference compris entre 3 et 350, 
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R t , R 2 , K 3 , K4 et R5 sont ensemble ou s6par£ment, 
l'hydrogfene, un groupement hydroxy le ou un groupement 
m<5thoxy, et de prdf6rence en ce gu 9 il s f agit de 
polymferes de procyanidols dans lequel R t , R 2 , R* et R5 
sont des groupements hydroxyle et £3 est de 
l f hydrogfene r ou de polymferes de prodelphinidols dans 
lequel R t , R 2 , R3, et R5 sont des groupes hydroxyle 
ou en ce qu'il s'agit de polym&res de promalvidols 
dans lequel R 1 et R3 sont des groupes m6thoxy et R 2 , H4 
et R5 sont des groupements hydroxyle. 

Les polymferes de proanthocyan idols de I 1 invention 
peuvent £tre soit sous forme lin6aire, ou encore 
organises en r^seaux. Les compositions de 1 • invention 
peuvent £tre form£es d'un ou de plusieurs types de 
proanthocyanidols notamment lorsque ces compositions 
sont des extraits obtenus & partir d'une matifere 
v6g6tale, plusieurs types de polymferes peuvent Stre 
presents dans la composition et leur repartition n'est 
pas n6cessairement constante selon la matifere v6g6tale 
initiale utilis6e. 

D'une fagon particuliferement int£ressante, les 
compositions de 1 1 invention comprennent des 
proanthocyanidols prdsentant une certaine solubility 
dans l 9 eau, fonction du poids mol6culaire et la nature 
de la molecule. 

Lorsque ces compositions sont des extraits 
v£g£taux, elles peuvent 6tre obtenues h partir de tout 
materiel v6g6tal de plantes riches en proanthocyanidol 
de poids mol6culaire sup6rieur & 2000 et susceptibles , 
au terme de la mise en oeuvre des proc£d£s de dosage 
des fonctions polyph6noliques et tannantes, de donner 
des compositions ayant les caract€ristiques ci-dessus 
d6finies. 

Ainsi, k titre d'exemple d'esp&ces v6g£tales 
utilisables comme source de proanthocyanidols, en cite 
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les conif feres tels que Cupressus sempervirens, Pinus 
maritima, les zingiberacees telles que Alpinia 
Galanga, les plantes & procyanidols, & 
prodelphinidols, telles que Vitis vinifera, Vaccinum 
myrtillus , Fragaria vesca et des plantes & 
proanthocyanidols plus rares telles que les plantes & 
profisetinidols du genre Schinopsis et & 
proguibourtinidols ext raits de divers Acacia, 

On peut egalement citer des plantes de la f amille 
des mimosacees. 

L v invention vise naturellement, dans un mode de 
realisation pr£f£r£, des compositions comprenant 
plusieurs types d'extraits v6g£taux satis faisant aux 
definitions donnees. 

L v invention conceme egalement un procede pour la 
preparation d'une composition de proanthocyanidols , k 
partir d'une partie de plante contenant des 
proanthocyanidols de poids moieculaire sup&rieur & 
2000, ce procede etant caracterise en ce qu'il 
comprend les 6 tapes suivantes: 

- d£coction ou maceration dans un alcool, notamment le 
methanol ou methanol, pour eiiminer les 
polysaccharides notamment l'amidon, 

recuperation des extraits hydroalcooliques et 
evaporation 4 sec, sous pression reduite, suivie 
eventuellement de lavage et recuperation du re&idu 
sec, 

- reprise du residu sec et filtration pour eiiminer 
une partie de la fraction aromatique de I'extrait, 

- extraction 4 contre-courant, h 1 9 aide success ivement 
d 9 au moins 3 solvants de polarite croissante, 
notamment l*6ther ethylique, l*acetate d*ethyle, le 
butanol ou le methanol notamment pour eiiminer les 
essences aromatiques restante&> la plus grande partie 
possible des oligomferes de EM inferieur 4 2000 at des 
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monomferes de proanthocyanidols et pour recuperer dans 
la phase alcoolique un extrait vegetal contenant les 
proanthocyanidols, de poids moieculaire superieur h 
2000, 

- le cas echeant, la purification de 1' extrait obtenu 
pour eiiminer les solvants restarts. 

L'etape de purification peut consister en une 
dyafiltration avec de I'eau desionnis6e afin 
d 1 eiiminer la plus grande partie du solvant. Cette 
operation est par exemple realisee en refrigerant le 
li guide en continu & basse temperature en particulier 
& 4*C. 

Pour la conservation du produit, une fois le 
solvant eiimine une possibility offerte consiste h 
concentrer le plus possible la solution-suspension 
agueuse de proanthocyanidol s polymferes puis & la 
lyophiliser. La conservation peut egalement etre 
r6alis6e sous forme d'un produit cristallise & partir 
de la solution-suspension agueuse. 

L f extraction est de preference men6e de manifere & 
6viter la degradation des proanthocyanidols. Pour ce 
faire, il est preferable d'eviter de trop hautes 
temperatures et de reduire la guantite d'oxyg&ne en 
contact avec les composes proanthocyanidoligues . 
Ainsi, 1 'extraction et les etapes ulterieures peuvent 
6tre realisees sous atmosphere inerte, par exemple 
sous azote. 

Pour eiiminer les proanthocyanidols de poids 
moieculaire inferieur h 2000, on pourra mettre en 
oeuvre la methode suivante: la fraction extraite au 
moyen des divers solvants utilises est ultrafiltree 
sur une membrane organique et notamment de type 
membrane de poly ether sulfone, ou une membrana de 
difluorure de polyvinyl idfcne, dont le seuil de coupure 
est choisi en fonction de la fraction de 
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proanthocyanidol que l'on souhaite eiiminer. En fin 
d 1 operation, on obtient une solution concentr6e de 
polymferes retenus sur la membrane, et une solution 
diluee de produits de poids moieculaire infdrieur h 
celui du seuil de coupure. 

Ces stapes peuvent £tre suivies eventuellement 
d f une etape de lavage jusqu'A obtention d'une teneur 
inferieure & 10%, avantageusement inferieure i 5%, et 
de preference & 1% de produits legers, par rapport & 
la substance finale obtenue sfeche. 

Un autre precede part icul iferement avantageux pour 
la preparation des compositions de proanthocyanidols, 
k partir d 1 une part ie de plante contenant des 
proanthocyanidols de poids moieculaire sup6rieur & 
2000, comprend les stapes suivantes: 

- decoction ou maceration dams un alcool, notamment le 
methanol ou 1'ethanol, pour eiiminer les 
polysaccharides, notamment 1'amidon, 

- ultrafiltration des solutions hydroalcooligues sur 
une membrane organique d'une porosite telle que son 
seuil de coupure serait de 20000 Daltons pour une 
proteine globulaire ultraf iltr6e dans une solution 
agueuse. 

- recuperation des extraits hydroalcooligues et 
evaporation h sec, sous pression reduite, suivie 

eventuellement de lavage et recuperation du residu 

* 

sec. 

Selon un mode de realisation avantageux de 
l v invention, le proc6de d6crit ci-dessus peut etre mis 
en oeuvre & partir d'une matifere vegetale initiale 
const itu6e par des c6nes de Cupressus sempervirens, ou 
h partir de rhizomes frais d'Alpinia galanga. 

Les compositions de l 1 invention, sont 
part icul iferement interessantes dans la mesure.oij elles 
sont depourvues de cytotiwcicite et -partanfc peuvent 



WO 90/13304 



PCIYFR90/00200 



11 

6tre utilises dans des compositions pharmaceutiques. 
De plus, les inventeurs ont constats la capacity des 
proanthocyanidols de ces compositions de se fixer sur 
les r6cepteurs cellulaires des virus. A cet dgard, 
l v invention concerne des compositions pharmaceutiques 
comprenant une quantity efficace & titre de principes 
d 9 actifs, d'au moins une composition de 
proanthocyanidols telle que ddfinie pr£c£demment, en 
association avec un vdhicule pharmaceutique 
acceptable. 

De telles compositions peuvent dtre utilis£es 
selon diff<§ rents modes d 1 administration* 

A titre d'exemple on peut citer comme voies 
d 1 administration adaptdes, la voie topique (dermique 
ou oculaire) , la voie rectale, la voie orale. 

De fa?on particuliferement avantageuse, elles 
seront appliqudes sous forme topique, dans ce cas 
elles comprennent des excipients ou des adjuvants 
habituellement utilises pour ce mode d 9 administration. 

Ces compositions pharmaceut iques comprennent 
avantageusement entre environ 0,1% et environ 5% de 
principes act if s. 

L 9 utilisation des proanthocyanidols de 
1 9 invention dans des compositions pharmaceutiques est 
int£ressante pour les propri£t£s antivirales de ces 
molecules. De telles compositions sont 
particuli&rement adaptdes pour combattre des virus 
tels que celui de l'herpfes type I, de l 9 herp6s type 
II, de la varicelle-zona, de 1 9 Influenza A, le virus 
Echo 25 et le virus ' HIV, le rotavirus, le 
cytomegalovirus et le virus de l 9 h6patite A. 

Un autre intdr£t des proanthocyanidols de 
1 9 invention dans des compositions pharmaceutiques, est 
qu 9 ils peuvent €tre utilises en tant qu 9 antiprot£ases, 
nQtasffi&nt tant qu 9 £nti61astases et anticol- 
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lagfenases, Les inventeurs ont en effet mohtre gu'ils 
possfedent la propriete de proteger in vivo le tissu 
conjonctif contre les enzymes qui le degrade de fa?on 
naturelle. Par consequent, ils peuvent €tre utilises 
comme agents antiemphyseme, veinotonique et 
vasculoprotecteurs, cosnne agents de la lutte contre 
les effets du vieillissement du tissu conjonctif tel 
que celui du systfeme cardiovasculaire, de la peau, des 
muqueuses , du pancreas, des gencives # etc.** 

Les proanthocyanidols de I 1 invention ont aussi la 
propriete de renforcer l'attachement de la matrice 
intercellulaire aux fibroblastes, de stimuler la 
f ibrillogenfese du collagfene et de stimuler la synthase 
des prolines du parenchyme hepatique. 

Un avantage des compositions de 1 9 invention 
reside dans le fait qu 9 elles entrainent peu d 1 effets 
secondaires nefastes, et sont d'une toxicity trfcs 
faible. 

Une posologie adaptee & 1 1 administration orale 
consiste & administrer de 0,0l/kg/24heures de 
composition & 0,2/kg/24heures de composition et de 
preference environ 0,lg/kg/24 heures. 

L 1 invention vise egalement des compositions 
pharmaceutiques comprenant & titre de principe actif r 
des proanthocyanidols en association avec une ou 
plusieurs substance (s) choisie(s) parmi les 
antibiotiques, les antiseptiques, les 

antiinflammatoires et les antipyretiques, dfes lors que 
ces substances sont chimiquement compatibles avec les 
proanthocyanidols . 

L 1 invention vise en outre I 1 utilisation des 
compositions de proanthocyanidols ci-dessus pour la 
fabrication d'un medicament 4 activite antivirale. 
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D'autres caractEristiques et avantages de 
l 1 invention apparaitront dans les examples donnas & 
titre non limitatif dans la suite. Dans ces exemples, 
le terme "procyanidol" est 6galement utilise pour 
designer les proanthocyanidols. 
Exemole 1 

Extrait hydromdthanolicme de cdnes de Cupressus 
seinpervirens 

200g de cdnes sees concassEs de Cupressus 
seinpervirens sont ddcoctEs trois fois de suite pendant 
une demi-heure par 2000ml de methanol & 80%. Les 
extraits hydromdthanoliques sont r£unis et dvaporEs k 
sec sous pression r6duite. On reprend ce r6sidu par 
200ml d f eau distillEe & 20*C environ. On filtre. On 
reprend 1 9 insoluble par 200ml d'eau distil 16e & 20 9 C 
environ. On filtre. Les filtrats sont r£unis. Le 
rdsidu de cette solution est d 9 environ 33g soit un 
rendement de 16 , 5%. 
1*2 - Fraction procyanidolique 

La solution aqueuse, obtenue pr6c6demment est 
ajust6e & 400ml par de l v eau distillde et extraite & 
contre-courant par 5 fois 100ml d 9 Ether Ethyl i que. La 
phase EthErEe est EliminEe, 1 'Ether Ethylique est 
chassE de la phase aqueuse par Evaporation sous 
pression rEduite. On complete le volume de la solution 
aqueuse & 400ml par de l 9 eau distillEe, puis on 
extrait & contre-courant par 5 fois 100ml d 1 acetate 
d'Ethyle. 

La phase organ ique est EliminEe. On chasse 
1 9 acetate d'Ethyle de la solution aqueuse par 
Evaporation sous pression rEduite. on complete le 
volume de la solution h 400ml par de l 9 eau distillEe, 
puis on 1* extrait h contre-courant par 5 fois 100ml de 
n-butanol. La phase butanolique est lavEe par 2 fois 
100ml dieau .distillEe puis -EvaporEe k sec sous 
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pression reduite. Ce residu est dissous dans 20ml de 
methanol et la solution methanoligue est f iltree puis 
evaporee a sec. Le residu est de 780mg soit un 
rendement de 0,39%. Le produit ainsi obtenu 
chromatographie sur plague de gel de silice, revele 
1* absence de substances susceptibles de migrer dans le 
solvant acetate d'ethyle, acide fonnigue, eau (8-1-1 
V/V), ce qui indique 1 'absence de substances de bas 
poids moleculaires (<10 3 ) . Cette technigue permet de 
suivre la purification du produit. D' autre part, ce 
residu dissous dans un alcool et traite a chaud par de 
1' acide chlorhydrigue donne lieu a la formation d'une 
coloration rouge. Une chromatographic sur plague 
contre un temoin revele la formation de cyanidine, a 
1' exclusion d' autre anthocyane. La determination du 
poids moleculaire de ce residu en permeation de gel eh 
milieu non agueux revele une repartition de poids 
moleculaires de 1000 a 5000 environ, avec la presence 
minoritaire de polymeres de haut poids moleculaire 
(>5.10 3 ). 
Exemple 2 

Extrait hvdroetha noliaue de rhizomes d'Alpinia oalang a 
2.1 - Extrait brut soluble 

lkg de rhizomes frais d'Alpinia galanga contenant 
88% d'eau sont broyes puis soumis a une premiere 
decoction d'une demi-heure dans 9,2 litres d'ethanol a 
65,8% afin de realiser en fait une decoction de 
1 'equivalent de 220g de rhizomes sees par 10 litres 
d'ethanol a 60%. Puis les rhizomes sont decoctes deux 
fois de suite par 10 litres d'ethanol a 60% pendant 
une demi-heure. Les extraits sont reunis et evapores a 
sec sous pression reduite. On reprend ensuite ce 
residu par 220ml d'eau distillee a 20'C environ et on 
filtre. L' insoluble est repris par 220ml d'eau 
distillee a-20-C. Les filtrats sont reunis ^Le f€sidu 
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de cette solution aqueuse est de 38, 4g soit un 
rendement de 3,84% par rapport aux rhizomes frais et 
de 17,45% par rapport aux rhizomes sees. 
2.2 - Fraction procyanidolique 

La solution aqueuse pr6c6dente est traitge de la 
m£me fagon que dans le cas de l'exemple 1.2 jusqu'A 
l f Evaporation de la phase butanolique. Le r£sidu est 
alors lav6 & 20 "C environ par deux fois 20ml d'eau 
distill6e. Le r£sidu final est de 104mg soit un 
rendement de 0,01% par rapport aux rhizomes frais et 
de 0,4% par rapport aux rhizomes sees. Cette fraction 
pr6sente les m£mes caractEristiques qualitatives que 
celles des cones de Cupressus sempervirens. La mesure 
du poids mol6culaire r6v61e un poids moyen de 4000. 
Exemple 3 

Fraction procyanidolique insoluble de Cupressus 
Sempervirens 

200g de cdnes sees concassEs de Cupressus 
sempervirens sont d£coct£s trois fois de suite pendant 
une demi-heure par 2000ml de methanol h 80%. Les 
extra its hydrom£thanoliques sont r6unis et 6vapor6s t 
sec sous pression r6duite. On lave ce r£sidu par deux 
fois 200ml d'eau distillde 4 20*C environ. Les eaux de 
lavage sont 61imin6es. Le risidu est s£ch6 sous vide 
au dessicateur puis lav6 & reflux par deux fois 200ml 
d*6ther 6thylique. La phas6e 6th6r6e est 61imin6e. Le 
r£sidu est ensuite lav6 par deux fois 200ml d'ac£tate 
d'£thyle. La phase soluble dans 1 9 acetate d'6thyle est 
£llmin£e. Puis le r£sidu est repris par 20ml de 
methanol & 20 # C environ* La solution methanol ique est 
filtr^e. Le r€sidu de cette solution m6thanolique est 
de l,74g soit un rendement de 0,87%. Cette fraction 
insoluble dans l'eau pr£sente les m£mes 
cara@t£ristiques qualitatives que la fraction soluble 
obtehue k 1 1 example 1. la determination des poids 



WO 90/13304 



PCT/FR90/00200 



16 

moieculaires indigue la presence trfcs prdponderante de 
molecules de hauts poids moieculaires (5.10*). 

Une etape suppiementaire peut £tre ajoutee apr6s 
la dyafiltration finale au methanol h 80%: on op&re 
une autre dyafiltration avec de I'eau d6sionnis6e afin 
d'eiiminer totalement ou presgue le methanol. Cette 
operation se fait en refrigerant le liguide en continu 
& +4 # C. Une fois que le methanol est eiimine, on 
concentre le plus possible la solution-suspension 
agueuse de procyanidol polymere et on la lyophilise. 

On peut aussi r6aliser & ce stade une 
cristallisation & partir de la solution-suspension 
agueuse. Le procyanidol polymere cristallise en 
aiguilles de couleur acajou fonce. 
Exemple 4 

Preparation d'une fraction de poids moieculaire 45000 
daltons de procyanidols de cones de Cupressus 
sempervirens 

20kg de cones de Cupressus sempervirens sont 
mac6r6s 3 jours trois fois de suite dans 300 litres de 
methanol k 80% (20% d'eau en volume). Les solutions 
extractives sont reunies pour former environ 850 
litres. 

La solution est ultrafiltree sur des membranes 
tubulaires en polyethersulfone presentant un seuil de 
coupure de 50000 daltons, afin d'eiiminter les 
polymeres trfes hautement polymerises superieurs h 
environ 5.10*. 

Le filtrat est ensuite ultrafiltre sur des 
membranes de m£me type mais presentant un seuil de 
coupure de 20000 daltons. Le produit retenu sur ces 
membranes est lav6 par diafiltration jusqu'i ce gue 
les poids moieculaires faibles ne representent plus 
gue 1% du poids global de substance s&che. 
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Exemple 5 

Preparation dg proanthocvan idols de Cupressus 
sempervirens de poids moieculaire 3000 

20 kg de cdnes de Cupressus sempervirens sont mis 
& macerer trois fois successivement pendant 24 heures 
dans 300 litres de methanol & 80 % & temperature 
ambiante. 

Les filtrats sont r6unis et ultraf litres sur une 
membrane en polyethersulfone presentant un seuil de 
coupure de 5000 daltons vis-a-vis de proteines 
globulaires. 

Le retentat est ensuite dyaf iltre par du methanol 
& 80 % jusqu'A ce que le residu sec du permeat soit 
infer ieur & 0,1 %. 

Le retentat est ensuite ultrafiltre sur une 
membrane en polyethersulfone presentant un seuil de 
coupure de 20000 vis-&-vis des proteines globulaires. 

Ce dernier retentat est dyaf iltre pair du methanol 
& 80 % puis par du methanol pur jusqu** ce que le 
residu sec du filtrat soit inferieur h 0,1 % et le 
titre de ce filtrat en methanol superieur & 97 %. 

Le retentat final est ensuite seche sous pression 
reduite k une temperature inferieure & SO • c. La 
quantite de proanthocyanidol obtenue est de 147g. 
Exemple 6 

Methodes de dosage et determination de la purete 

Le dosage de procyanidols obtenus & partir de 
Cupressus sempervirens peut faire appel & leur 
structure polyphenol ique et done & leur propriete 
reductrice de l'acide phosphotungstique (peu 
specifique) ou & leur nature de proanthocyanidol 
c'est-&-dire & leur propriete de dormer une anthocyane 
par traitement & chaud par les acides forts. 
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Dans les deux cas on obtient une valeur relative 
a un temoin plus ou moins eloigne de la molecule 
elle-meme. 

On peut aussi f aire appel a la propriete tannante 
des procyanidols en solution agueuse: il s'agit dans 
ce cas de determiner la fixation sur de la poudre de 
peau prechrom6e. 

1*/ -Dosage de la fonction polyphenol igue: 

On chauffe & reflux lOg de tungstate de sodium 
avec 8ml d'acide orthophosphorigue et 75ml d'eau 
desionnisde pendant 3 heures. On laisse refroidir et 
on complete a 100ml avec de l'eau desionnisSe. 
Solution de carbonate de sodium a 15* dans de l'eau 
desionnisee: reactif B. 

On pese 50mg de procyanidol et on les dissout 
dans 10ml d'eau mesure exactement. 

On preleve 2ml de cette solution et on la dilue a 
25ml dans une fiole jaugee, (solution C). 
Dans une fiole jaugee de 50ml , on place: 

Solution C: 5 ml 

Rdactif A: 1ml 

Reactif B: q.s.50ml. 

On lit la D.O. a 715hm, 2 minutes exactement 
apres le melange du dernier reactif. On opere de m&ne 
avec une gamme de pyrogallol (0 a 50mg) comme 
reference. 

Le resultat pour le procyanidol polymere est de 
43,5% de polyphenols totaux exprimes en pyrogallol. 
2*/ -Dosage de la fonction tannante: 

Une solution de procyanidol preparee comme la 
solution C ci-dessus est agitee pendant une heure a 
temperature ambiante avec lg de poudre de peau 
prechromde (Merck ref. 4332). 

On opere ensuite . un dosage de la fonction 
po2yphenoligue totaled comme ci-dessus. La fonction 
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tannante represente la difference entre la valeur 
trouvee pour les polyphenols totaux et la valeur 
trouvee apr&s le trait ement par la poudre de peau. 

Le resultat pour le procyanidol polymere, est de 
80% exprime en fonction tannante. 

3*/ -Dosage de la fonction procyanidolique proprement 
dite: 

lOmg de procyanidol polym&re mesures environ 
exactement sont dissous dans 20ml d'ethanol h 75%. 

On realise un tube essai avec lml de cette 
solution, 5ml d'ethanol & 75% et 1ml d'acide 
chlorhydrique concentre. On place au bain marie 
bouillant pendant 30 minutes. 

On realise le tube temoin en meiangeant les m£mes 
constituants dans les memes proportions mais & la 
temperature ambiante et juste avant la lecture au 
spectrophotomet re . 

On lit la D.O. de la solution essai & 540nm 
contre la solution temoin. 

Le resultat pour le procyanidol polymfere est de 

0.60. 

4*/ -Determination du poids moieculaire du procyanidol 
polymfere: 

On op&re une chromatographie haute performance 
d 1 exclusion sur gel pBondagel 125 (Waters) dans un 
solvant aprotigue contre des temoins de polystyrene 
(Aldrich) 

Debit: 0,5 ml/minute en isocratigue. 

Solvant: Chlorof orme-dim6thylsul f oxyde 50-50 (v/v) 

Detection: D.O. & 283nm 

Concentration des temoins: lmg/ml dans le m&me solvant 
Concentration du proanthocyanidol : 0,05mg/ml dans le 
m&ne solvant 

Poids moieculaires des temoin: 184.200, 50.000, 
24.150, 7.025, 4^.136 et 2.000. 
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Le temoin de 184*200 de poids moieculaire est 
utilise comme temoin d« exclusion total sur le gel. En 
effet ce type de gel ne retient pas les poids 
moieculaires superieurs & 50.000. On calcule ensuite 
le temps de retention relatif de chaque 6chantillon 
par rapport au temoin totalement exclu. 

On trace la courbe de correspondence entre le 
logarithme decimal du poids moieculaire et le temps 
relatif de retention. 

Le resultat pour le procyanidol polymfere obtenu 
en appliquant la technique dicrite pr6cedemment est de 
45.000. 

5*/ -Determination de la purete du procyanidol 
polym&re par chromatographie sur gel: 

La technique de chromatographie ci-dessus procure 
un trace qui comprend deux pic. L v un correspond aux 
impuretes de poids moieculaire infdrieurs & 5000. En 
effet par cette technique de chromatographie on 
constate que les poids moieculaires inferieur & 5000 
sont rassembl6s en un seul pic & la fin du 
chromatogramme • 

La methode de preparation qui fait intervenir une 
ultrafiltration finale sur une membrane au seuil de 
coupure de 20.000 environ permet d f obtenir It la fin de 
1» operation une solution concent rde de polym&re retenu 
sur la membrane et une solution dilute de. produits de 
poids moieculaires infer ieurs h 20.000 et qui ne 
contient pas de procyanidol (verif ie par la methode du 
3-). 

On determine alors la concentration en matifere 
sfeche totale des deux solutions. Puis on determine 
leur absorption en U.V. h 283nm. On peut ainsi 
calculer le E% 1cm: Capacite d' absorption de la 
lumiere du produit en solution & 1% sur 1cm de trajet 
optique de chaque produit. 
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On calcule alors sur le chromatogramme le rapport 
des aires des deux pics et on en conclut la puretd du 
procyanidol polymfere. 

Le r£sultat obtenu par cette mgthode est de 98%. 
Exemple 7 

Essais antiviraux in vitro 

Les essais antiviraux ont 6t6 rdalisds sur le 
virus de I'herpfes simplex de type I (HVS 1) implants 
sur des fibroblastes de poumon embryonnaire humain. 

On a d£termin£ sur un mSme lot de dilution virale 
correspondant & une dose infectante 50 (DI 50) 10 5 ' 7 
virus par puits, l v ef£icacit4 antivirale des 
diff£rents produits proanthocyanidoliques obtenus, 
c'est-4-dire la quantity de produit par puits, c'est- 
4-dire 100/il de milieu qui provoque une diminution de 
moiti« de la DI 50. 

A titre de comparaison, a £t£ testae £galement 
la procyanidine A2, dimfere procyanidol ique extrait du 
marron d'Inde de poids mol6culaire 546. 
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EXTRAIT 


QUANTITE PROVOQUANT 




LA DIMINUTION DE 




HOITXB DE IA DI 50 


Procyanidols solubles de 




Cupressus sempervirens 


40 /ig/ml 


Procyanidols Insolubles de 




Cupressus sempervirens 


72 ng/wl 


Procyanidols solubles 




d'Alpinia galanga 


10 pg/mL 


Procyanidine A2 


156 iiq/ml 



Un autre essai sur le virus HVS 1 a ete realise 
avec une composition de proanthocyanidols de poids 
moleculaire 3000 telle que pr£paree dans l'exemple 5, 
dans les conditions suivantes : 



- une suspension de cellules diploides humaines 
fibroblastiques (MRC5 Biomerieux) est diluee au 1/15 
par du milieu MEM (Gilbco, ref. 041-02565) supplemente 
avec 10 % de serum de veau foetal, 1 % de solution de 
vitamines (Gibco, ref. 043-01120), 1 % de solution de 
glutamine 200 mM, 1 % de solution d'antibiotiques 
(penicilline a 200 U/ml, streptomycine a 50 pg/ml, 
amphotericine B a 2 ng/wl) . Cette suspension est 
implantee a raison de lOOjil par puits sur des plagues 
de 96 puits. On incube 48 heures a 37 "C sous une 
atmosphere contenant 5 % de C0 2 . 

- On realise une solution mere a 0,5 % de 
proanthocyanidols correspondent a la definition ci- 

■■ dessus. On prepare ensuite des dilutions success ives \ 
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de raison 2 jusqu'au 1/512 de cette solution nfere dans 
le m£me milieu que ci-dessus mais contenant 2 % de 
s6rum de veau foetal • On ^limine les dilutions 
inf£rieures au 1/16. 

- La suspension de HSV 1, typ£e, congel£e et titr£e 
est dilute de 10 en 10 jusqu'* 10" 7 dans le milieu 
ci-dessus mais ne contenant que 2 % de s€rum de veau 
foetal. On r6partit dans diff drents tubes 1 ml de 
chaque dilution auguel on ajoute pour les essais 1 ml 
de chaque dilution de proanthocyanidols, et pour les 
t&noins 1 ml de milieu contenant 2 % de s6rum de veau 
foetal. On laisse en contact 1 heure h 37 # C. 

- On ^limine le surnageant des puits oil sont cultivdes 
les cellules et on place dans chaque puits 200 fil de 
chaque dilution. 

- On laisse incuber 1 heure & 37 # c avec 5 % de CO;. On 
rince deux fois par 200 pi de milieu avec 2 % de s£rum 
de veau foetal puis on ajoute 200 Ml du m€me milieu et 
on laisse incuber 5 jours dans les memes conditions 
atmosphdr iques . 

- On lit ensuite les effets cytopathog&nes dans chaque 
puits de mani&re directe. 

On a observe que la reduction de 50 % du titre 
viral est obtenue pour une concentration d' environ 25 
Mg/ml. 
Exemple 8 

Essal des procyanidols de Cupressus semoervirens 
solubles dans l'eau sur le virus du syndrome 
immunod6ficitaire acquis humain (HIV-1) . 
a/ Effet antiviral 

L'essai est r£alis£ sur des cellules H9 infectives 
par des dilutions d€cimales successives de HIV-1 
pendant 90 minutes. 

Aprfes infection des cellules, celles-ci sont 
trait&es par des concentrations ddcroissantes de 
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procyanidols & des doses inf grieures h la cytotoxicity 
constats sur cette lign£e cellulaire (150/ig/al) . 

Apr&s 10 jours de culture, les cellules sont 
centrifuges et les virus sont recherchds par un 
examen radio-immunologique (recherche de la prot6ine 
p24) sur le sumageant. 
R6sultats : 

Les procyanidols solubles du cypres obtenus selon 
I'exemple 1 procurent une inhibition de 1' expression 
virale de 97% h la concentration de 50/tg/ml* 

b/ Effet virucide 

La suspension virale (HTV1) est traitee pendant 
30 minutes a 37 *C par des concentrations ddcroissantes 
de procyanidols solubles du cypres. Puis les cellules 
H9 sont infect£es par des dilutions d£cimales 
successives de la suspension pr6c6dente. 
Rjfesultats: 

Les procyanidols solubles du cypres procurent une 
reduction du titre viral de 1,5 log (titre initial: 
3.10 4 ) & la concentration de SOpg/ml, et une reduction 
de 2,5 log & la concentration de 150/ig/ml, 
Exemple 9 

Essai des procyanidols solubles dans l'eau de 
Cupressus sempervirens sur le virus de l'herpfes 
Simplex de type II * 

Les essais antiviraux ont 6t6 r6alis6s sur le 
virus de I'herp&s simplex type II implants sur des 
fibroblastes de poumon embryonnaire humain. 

On a d6termin6 sur un lot de suspension virale 
correspondant h une dose infectante 50 (DI 50)2,5.10* 
virus par puits, l^fficacitg antivirale des 
procyanidols solubles de Cupressus sempervirens, 
c'est-4-dire la quantity de produit par puits (c'est- 
i-dire dans 100/tl de milieu) qui provogue une 
diminution de moitid de la DI5Q.S 
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La valeur trouv6e est de 3,3/ig/lOOjxl. 
Exemple 10 

Essal des procvanidols solubles dans I'eau de 
Cupressus sempervirens sur le virus Varicelle-Zona 
•* Les essais antiviraux ont 6t6 r£alis£s sur le 

virus de la varicelle et du zona implants sur des 
f ibroblastes de poumon embryonnaire humain. 

On a d6termin6 un lot de suspension virale 
correspondant h une dose infectante 50 (DI50) 5.10 3 
virus par puits , 1 v ef f icacit6 anti-virale des 
procyanidols solubles de Cupressus sempervirens, 
c'est-A-dire la quantity de produit par puits (c'est- 
i-dire lOO/il de milieu) qui provoque une diminution de 
moiti6 de la DI50. 

La valeur trouv6e est de 6pg/100jil. 

Un deuxi&ne test, r£alis6 avec une composition de 
proanthocyanidols de poids mol6culaire 3000 a montr6 
que le pouvoir virucide de cette composition est de 
100 % pour un titre viral de depart de 3.10 s , et pour 
une concentration de 312,5 pg/ml dans les conditions 
opdratoires d£taill£es donn€es pour le deuxi&me test 
d6crit pour le virus HVS 1 dans l 1 exemple 5. 
Exemple 11 

Essai des procvanidols solubles dans I'eau de 
Cupressus sempervirens sur le virus Influenza A 

Les essais antiviraux ont 6t6 r£alis£s sur le 
virus Influenza A implants sur des cellules 
d 9 ad£nocarinome de colon humain. 

On a determine sur un lot de suspension virale 
correspondant & une dose infectante 50 (DI50) 7.10 s 
virus par puits, l'efficacit£ antivirale des 
procyanidols solubles de Cupressus sempervirens, 
c'est-&-dire la quantity de produit par puits (c'est- 
A-dire dans IOOmI de milieu) qui provoque une 
. diminution de mciti£ de la DI50. 
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La valeur trouvee est de 12/tg/100Ml* 
Un deuxieme test est realise dans les conditions 
suivantes : * 

- Une suspension de cellules d' adenocarcinoma de colon 
humain (HT 29 Bim£rieux) est diluee au 1/15 par du 
milieu MEM (Gibco, ref . 041-02565) supplements avec 10 
% de serum de veau foetal, 1 % de solution de 
vitamines (Gibco, ref. 043-01120, ), 1 % de glutamine 
200 mM, 1 % de solution d'acides amines non essentiels 
(Gibco, ref. 043-01140), 0,1 * de solution de 
transferine humaine a 1 mg/100 ml, 1 * de solution 
d'antibiotiques (penicilline a 200 D/ml, streptomycine 
a 50 Mg/ml, amphotericin B a 2 jig/ml), cette 
suspension est implantee a raison de 100 Ml par puits 
sur des plaques de 96 puits. On incube 48 heures a 
37 "C sous une atmosphere contenant 5 % de CO*. 

- On realise une solution mere a 0,5 % de 
proanthocyanidols de composition de poids moleculaire 
3000. On prepare ensuite des dilutions successives de 
raison 2 jusqu'au 1/16 de cette solution mere dans le 
meme milieu que ci-dessus mais contenant 2 % de serum 
de veau foetal. 

~ La suspension de virus influenza A, typee, congelee 

et titree est dilute de 10 en 10 jusqu'a 10" 7 dans le 

milieu ci-dessus mais ne contenant que 2 % de serum de 

veau foetal. On repartit dans differents tubes l ml de 

chaque dilution auquel on ajoute pour les essais 1 ml 

de la dilution de proanthocyanidols, et pour les 

temoins 1 ml de milieu contenant 2 % de serum de veau 

foetal. On laisse en contact 1 heure a 37»c. On 

elimine le surnageant des puits ou sont cultivees les 

cellules et on place dans chaque puits 200 ml de » 

chaque dilution. 

- On laisse incuber 1 heure a 37 *c et 5 % de OOj. On 
rince deux, fois par 200 Ml de milieu avec 2 % de serua 
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de veau foetal, puis on ajoute 200 pi du m£me milieu 
et on laisse incuber 24 heures dans les m&nes 
conditions atmosph6riques, 

- La lecture des r6sultats se fait par une technique 
d 1 immuno florescence . 

- On cong&le la plaque & -20 *C pendant au moins 1/2 
heure aprfes avoir 61imin6 le milieu et on fixe les 
cellules par 100 Ml d ( 6thanol h 96 %. On rince trois 
fois avec 100 Ml de tampon PBS et on ajoute 100 pi de 
s£rum antigrippe A de lapin dilu£ au 1/100 dans du 
tampon PBS. On laisse incuber 30 & 40 minutes h 37 # C 
On rince trois fois 100 Ml de tampon PBS et on ajoute 
ensuite 100 Ml d*une solution au 1/100 d'anticorps de 
lapin marquds k la f luoresceine anti IgG (H + L) • 

- On laisse agir 45 minutes & 37 9 C, on rince par trois 
fois 100 Ml de tampon PBS* On compte ensuite le nombre 
de celllules fluorescentes par puits. 

Dans ces conditions, le pouvoir virucide des 
proanthocyanidols utilises, est de 85 pour un titre 
viral de depart de 5.10 3 , et pour une concentration de 
312,5 M/nl* 
Exemple 12 

Essai des procvanidols solubles dans I'eau de 
Cupressus sempervirens sur le virus ECHO 25 

Les essais antiviraux ont 6t6 r£alis£s sur le 
virus ECHO 25 implants sur des fibroblastes de poumon 
embryonnaire humain. 

On a d6termin6 sur un lot de suspension virale 
correspondant & une dose infectante 50 (DZ50) 10* 
virus par puits, I'efficacitg antivirale des 
procyanidols solubles de Cupressus sempervirens, 
c'est-&-dire la quantity de produit par puits (c'est- 
A-dire dans 100m1 de milieu) qui provoque une 
diminution de moitid de la DI50. 

la valeur„trouv6e est de 3l^g/l00al. 
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Bxemple 13 

Effet d'une composition de proanthocvanldols sur le 
cytomegalovirus a i 

One suspension de cellules diploides humaines 
flbroblastigues (MRC5 BiomSrieux) est dilute au 1/15 - 
par du milieu MEM (Gibco, ref . 041-02565) , supplements 
avec 10 % de s£rum de veau foetal, 1 % de solution de 
vitamines (Gibco, ref. 043-01120), 1 % de solution de 
glutamine 200 mM, 1 % de solution d'antibiotigues 
(pdnicilline & 200 U/ml, streptomycine 4 50 pg/ml, 
amphotdricine B & 2 ^g/ml) • Cette suspension est 
implant6e & raison de 100 pi par puits sur ces plagues 
de 96 puits. On incube 48 heures & 37 # C sous une 
atmosphere contenant 5 % de C0 2 . 

On realise une solution mere & 0,5 % de 
proanthocyanidols de poids mol6cualire 3000. On 
prepare ensuite des dilutions successives de raison 2 
jusgu 9 au 1/16 de cette solution mfere dans le meme 
milieu que ci-dessus mais contenant 2 % de s6rum de 
veau foetal. 

La suspension de CM7, typ6e, congel6e et titr6e 
est dilute au 1/10 puis de 2 en 2 jusqu'& 10' 2 dans le 
milieu ci-dessus mais ne contenant que 2 % de sdrum de 
veau foetal. On r£partit dans diff6rents tubes 1 ml de 
chague dilution auguel on ajoute pour les essais 1 ml 
de chague dilution de proanthocyanidols ayant la 
composition ci-dessus, et pour les tdmoins 1 ml de 
milieu contenant 2 % de s£rum de veau foetal. On 
laisse en contact 1 heure & 37 # C. 

On ^limine le surnageant des puits oil sont 
cultivtes les cellules et on place dams chague puits 
200 til de chague dilution. 

On laisse incuber 2 heures & 37 *C avec 5 % de 
C0 2 . On rince deux fois par 200 jtl de milieu avee 2 % 
de s£rum de veau foetal, puis on ajoute 200 pi de m&me 
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milieu et on laisse incuber 12 heures dans les m&nes 
conditions atmosph6riques • 
4 On lit ensuite les effet cytophatog&nes dans 

chaque puits par une technique EUSA. 

* Dans ces conditions, le pouvoir virucide des 
proanthocyanidols utilises est de 100 % pour titre 
viral de depart de 5,65.10* et pour une concentration 
de 312,5 /I/ml. 

Exemple 14 

Activity de la fraction pr o cyan idol ique de poids 
mol6culaire 45000 sur les Rotavirus 

Les essais antiviraux ont 6t6 r6alis6s sur une 
souche sauvage de rotavirus implantde sur des cellules 
de reins embryonnaires de singes rhesus MA104 . 

On a d£termin£ sur un lot de suspension virale 
correspondant h une dose infectante 50 (DI50) 2.10 3 
virus par puits, l'efficacitg antiviral e de cette 
fraction procyanidolique, c'est-i-dire la quantity du 
produit par puits (c'est-&-dire dans lOOjil de milieu) 
qui provoque une diminution de moitid de la DI50. La 
valeur trouv6e est de Spg/lOO/il. 
Exemple 15 

Essai de proanthocyanidols de poids mol6culaire 3000 
sur le virus de 1' hepatite A 

Le virus de 1 9 hepatite A est cultiv6 sur des 
h£patomes maintenus en survie h 32 *C. Les procyanidols 
sont dissous directement dans le milieu de culture. 

On constate que la production antiggnique est 
inhib£e de 20 % pour une concentration en procyanidols 
de 5 pg/ml, de 34 % pour une concentration de 10 /tg/ml 
et de 96 % pour une concentration de 20 jig/ml. 

Exemple 16 

* ..... 

Effet de proanthocyanidols de poids mol6culaires 3000 
s ur l 1 action d'une collaqfenase 



30 

On prepare un gel d 1 agarose m£lang£ & du 
collagfene acido-soluble de peau de bovin. 

Ce gel est coul6 dans des boites de P6tri. Dans 
des puitss creusgs & 1'emporte pi&ce dans le gel, on 
d&pose des concentrations croissantes d'une solution 
de collag&nase. L* enzyme diffuse autour du puitss et 
degrade le collag&ne en fonction de la concentration 
de 1 "enzyme. 

Apr&s coloration des boites au rouge Sirius, on 
distingue en jaune clair des zones de collag&iolyse 
sur un fond rouge de collagfene non d6grad6. Le 
diamfetre des plages de lyse est proportionnel & la 
concentration d 1 enzyme d£pos£e dams un puits donn6. On 
incube d'abord le collag&ne avec une solution de 
proanthocyanidol pr£par£e comme ci-dessus, & des 
concentrations allant de 1 % h 5 %, et l'on prepare 
des boites de P6tri comme pour les tdmoins. On 
constate alors que les plages de lyse ont diminug de 
fagon significative. 
Exemple 17 

Effets de proanthocyanidols de poids molgculaire 3000 
sur 1 ; action d ' une diastase 

Les proanthocyanidols sont pr£par£s comme dans 
I 1 exemple 5. 

On opfere 6galement pour le test comme pour 
I 1 exemple 16, mais en remplagant le collagfene par de 
I'glastine fibreuse micronisde et la collagfenase par 
de 1» diastase* 

L'61astine fibreuse rend le gel opaque et une 
coloration n'est pas ndcessaire. 

On constate que lorsqu'une boite est pr£par£e 
avec de I'&Lastine prdlablement incubde avec les 
proanthocyanidols, les plages de lyses sont rgduites 
de fagon significative. _-r * 
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Exemple 18 

Effet de proanthocvanidols de golds moiecula lre 3000 
sur une collaafenase applicruee "ex vivo* 

Les procyanidols sont prepares comme pour 
1' exemple 5. 

On colore le collag&ne d'une coupe de peau 
humaine par le picro-indigocarmin • Les coupes t&noins 
montrent que le collag&ne est dans un 6 tat normal. 

On expose certaines de ces coupes * 1* action 
d'une collag&nase et l 9 on observe ensuite la 
degradation partielle du collag&ne. 

D'autres lames sont pr6alablement incubees avec 
les procyanidols et ensuite soumises h l 1 action de la 
collagfenase. On constate une reduction nette de la 
degradation du collagfcne dans ces coupes par rapport 
aux coupes temoins. 
Exemple 19 

Effet de proanthocvanidols de polds moieculalre 3000 
sur une diastase applicruee "ex vivo* 

On opfere comme pour I 1 exemple 18, mais l'on 
colore l'eiastine avec la fuschine-(+)catechine f et 
1 • enzyme utilises est ici une eiastase. On constate 
comme pour 1* exemple 18, une reduction de l'attaque de 
1» enzyme sur son substrat. 
Exemple 20 

Stimulation de la fibrlllocrenfese du collaqfene par des 
proanthocvanidols de poids moieculaire 3000 

Les procyanidols sont prepares comme dans 
1 'exemple 19. 

Du collagfene acido-soluble de peau bovine est 
melange * du gel d» agarose. Ce collagfene contient 
surtout des molecules isoiees qui ont une faible 
tendance & l"agregation. Cette agregation peut £tre 
observe^ apr&s coloration du collagfcne au rouge Sirius 
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au microscope optique, et quant if i6e par analyse 
d' image. 

On incube prdalablement le collagfene avec les * 
procyanidols et I 1 on constate alors la formation 
d«agr6gats de taille nettement plus grande. La surface 
occup6e par ces agr6gats est significativement plus 
grande que celle des t£moins. 

Af in de verifier que ces agr6gats ne sont pas de 
simples pr6cipit6s amorphes, on examine les agr6gats 
form6s au microscope 61ectronique. On constate alors 
que le collagfene traits pr£sente des formations de 
fibres rdguliferes et portant la striation 
caractdristique du type inters titiel. 
Exemple 21 

Stimula tion de l'attachement des fibres £lastiques aux 
fibroblastes par des proanthocyanidols polvmeres de 
poids mol6culaire 3000 . 

Les procyanidols sont pr£par£s comme dans 
1* exemple 19. 

Des fibroblastes de peau humaine sont cultiv^s 
sur milieu DMEM additionn6 de 10 % de sdrum de veau 
foetal, et de procyanidols aux concentrations 
1-0,1-0,01-0,001 mg/ml. 

Une culture ne regoit pas de produit et est 
utilis6e comme t6moim 

On ajoute aux cultures h confluence de l«61astine 
fibreuse micronis6e & la concentration de 0,2 mg/ml et 
on laisse incuber 48 heures dans les conditions de la 
culture. 

A la fin de 1" incubation, les cellules sont 
rincdes et 1'glastine color£e selon la m£thode de 
Verhoeff modifi6e par Godeau ("Selective staining 
technique for the identification of human skin elastic 
* fiber* Pathol. Biol., (1984),***, p.215-216). 
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On lvalue alors quantitativement l'elastine fixee 
aux cellules par analyse d' image s 
concentration en Aire de l'elastine 

procyanidols fixees 

0 mg/ml 3114 /»* 
0,001 mg/ml 5059 m 2 
0,01 ng/ml 5789 m 2 
0,1 mg/ml 5227 jt 2 

1 mg/ml 3484 n 2 

On constate que la presence de procyanidols dans 
les milieux de culture des fibroblastes confluents 
augments la quantite d'elastine attachee aux cellules. 
La concentration optimale est de 0,01 mg/ml. 
Exemple 22 

Effet des procyanidols de poids moleculaire 3000 sur 
la permeabillte yasculaire centrale et p^r ioheriaue 

Les essais ont ete realises sur 4 lots de 5 rats 
blancs Witsar d'un poids moyen initial de 250 a 300 g 
chacun. 

Le principe du test consiste a augmenter 
artificiellement par administration intraveineuse de 
collagenase, la permeabillte vasculaire a la fois dans 
les grands troncs et dans les capillaires et a noter 
i* effet protecteur du produit administre 
quotidiennement par voie orale pendant trois semaines. 
Cette administration de protease reproduit un 
mecanisme pathologique observe dans les etats 
inflammatoires, dans le diab&te, dans l'atherosclerose 
et aussi dans le vieillissement. Cet etat peut aussi 
etre observe dans des cas d' infection virale lors de 
la lyse du tissu conjonctif a la suite de la 
destruction cellulaire operee par le virus. 
Lot 1 : Temoins eegatifs : ces rats regoivent a la 
place du traitement du serum ^hysiologique par 
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vole orale et h la fin du traitement, une 

injection intraveineuse de serum physiologigue 

et une demi-heure aprfes, une injection * 

intraveineuse de traceur de permeability 

(peroxydase du raifort de type VI Sigma h 

raison de 100 mg/kg. 

Lot 2 : T6moins positifs : ces rats re?oivent 
egalement du s6rum physiologigue par voie 
orale & la place du traitement mais & la fin 
de celui-ci, ils re?oivent de la collagfenase 
par voie intraveineuse (270 unite de 
collag&nase bacterienne) puis 30 minutes aprfes 
le traceur de permeabilite. Les r6sultats de 
ce lot compares & ceux du lot 1 permettent 
d'evaluer l«effet permeabilisant de la 
protease administree. 

Lot 3 : Bf f et du produit sans collagenase : les rats 
resolvent une administration per orale 
guotidienne pendant 21 jours de procyanidols & 
la dose de 50 mg/kg dans du serum 
physiologique. A la fin du traitement, ils 
resolvent une injection intraveineuse de s6rum 
physiologigue et 30 minutes apres le traceur 
de perm6abilit6 par la m£me voie. Les 
r£sultats de ce lot doivent montrer si le 
produit induit ou non une alteration de la 
permeabilite vasculaire. 

Lot 4 : Lot experimental proprement dit : les rats 
re?oivent les 21 administrations de 
procyanidols comme le lot 3. Mais & la fin du 
traitement , ils resolvent une in j ection de 
collagenase, puis 30 minutes aprfes le traceur 
de permeabilite. Les rdsultats de ce lot 
eampare© & ceux du lot 2 montrent si le 
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traitement a reduit ou nbn, l'effet 
penn6abilisant de la collag&nase* 
Tous les rats sont ensuite sacrifice et des 

coupes histologiques de certains de leurs tissus sont 

realisees. 

On constate qu'aucune alteration de la 
permeabilite vasculaire normale n'intervient sous 
l 9 e££et du traitement des rats pendant un mois avec le 
produit etudie. 

II ressort de cette etude, que les procyanidols 
exercent une action trfes nette sur les parois des gros 
vaisseaux et aussi sur les petits vaisseaux et les 
capillaires du cerveau (barri&re h6mato-enc6phalique) . 

Au niveau de l'aorte la neutralisation des effets 
de la collagfenase a 6te considerable mais il est 
encore plus intense au niveau de la veine cave et du 
lobe frontal du cerveau. Dans ces deux organes , les 
conditions de perm6abilit6 ont ete maintenues k la 
normale malgre 1' inject ion de collagfenase • 
Exemole 23 

Effet des procyanidols de poids moieculaire 3000 sur 
le lathyrisme experimental de la souris 

Lors de certaines pathologies le tissu conjonctif 
subit des lesions et des modifications de structure. 
Dans le but d' observer l 1 action des proanthocyanidols 
de poids moieculaire 3000 sur le tissu conjonctif, 
nous avons traite des souris avec un agent coimu pour 
induire un lathyrisme experimental : le /?- 
aminopropionitrile (BAPN) • 

Les souris sont reparties en trois lots : 
Lot 1 : lot temoin negatif : ces souris regoivent 
guotidiennement lOOml/kg de serum 
physiologique par voie intraperltoneale 
pendant 11 semaines. 
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Lot 2 : Lot ttaoin poaitif : ces souris re?oivent 
guotidiennement pendant 11 semaines, looo 
mg/kg de 0-aminopropionotrile (BAPN) , prodult 
connu pour induire un lathyrisme, dissous k 
raison de 100 mg/ml dans du s6rum 
physiologigue & raison de 100 mg/ml pou le 
BAPN et de 5 mg/ml pour les procyanidols. 

Lot 3 : Lot experimental : les souris regoivent 
guotidiennement pendant 11 semaines 1000 mg/kg 
de BAPN et 50 mg/kg de procyanidols comme dans 
I'exemple 18. Les deux produits sont dissous 
dans du serum physiologigue & raison de 100 
mg/ml pour le BAPN et de 5 mg/ml pour les 
procyanidols. 
A la fin du traitement, les souris sont 

sacrifices et l»on prClfeve la peau de l'aorte. 

Les organes sont ensuite f ix6s pour examen 

his tologique . 

On constate au niveau de l*aorte, une 

disorganisation prof onde des lames 61astiques dans le 

lot 2 par rapport au lot 1. Le lot 3 apparait tout & 

fait similaire au lot 1 et 1" on observe done l'effet 

protecteur des proanthocyanidols vis-i-vis du 

lathyrisme induit par le BAPN. 

Au niveau de la peau, on observe que le lot 2 

pr£sente des trousseaux de collag&ne positioning de 

manifere anarchique ce qui n*est pas le cas du lot 1. 

Le lot 3 prdsente une meilleur organisation des 

trousseaux de collag&ne. 

Exemple 24 

Stimulation d e la synthase des prolines d'h^patomes 
par des proanthocyanidols de poids mol^culaires 3000 

Les procyanidols sont prdparCs comme dams 
I'exemple 19. 
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Le milieu de culture d 9 hepatoses maintenus en 
survie & 32 # C est additions de quantity croissantes 
de procyanidols. On mesure l f influence de la 
concentration de ce produit sur la synthase dee 
prolines de cette lign6e cellulaire continue. 

On constate que 10 Mg/ml de procyanidols augmente 
la synthase prot6ique de 130 %, 40 Mg/ml l'augmente de 
180 % et 160 Mg/ml de 250 %. 
Example 25 

Essais de toxicity sur 1' animal des proanthocyanidols 
obtenus dans les examples prdc^dents 

La toxicity par voie orale de tous les 
proanthocyanidols obtenus, recherch6e chez la sour is 
n f a pu 6tre 6valu6e, les doses A ing6rer d6passant les 
possibility des animaux et 6tant supSrieures & 2g par 
kg de poids corporel. 

Les tests d v irritation primaire cutan6e des m§mes 
produits ainsi que les tests d* irritation oculaire 
pratiques chez le lapin en solution aqueuse & 5% pour 
les fractions solubles ont permis de d&finir les 
produits comme non irritants. Les tests d 1 irritation 
primaire cutan6e des protanthocyanidols insolubles en 
solution & 5% dans un melange & 50% de 
monopropylfeneglycol et d'eau ont permis de ddfinir ces 
produits comme non irritants comparativement h un 
melange pur de monopropylfeneglycol et d'eau & 50%. 
Exemple 26 

Essais clinicrues sur les procyanidols d'Alpinia 
galanga 

Les essais cliniques ont 6t6 r£alis£s sur les 
proanthocyanidols d'Alpinia galanga obtenus A 
I 1 exemple 2. 

L'6tude a port£ sur 140 malades, pr£sentant des 
symptdmes herp6tiques debutant depuis moins de 24 
heuresp r6partis comme suit: 
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.24 femmes d'ages compris entre 17 et 47 ans 
presentant un herpes recurrant 116 au cycle menstruel. 
Parmi elles, on comptait 18 cas d' herpes labial et € 
cas d'herpes touchant des regions diverses du corps 
non muqueuses (ailes du nez, £ esses , joues) . 

116 hommes d'ages compris entre 19 et 54 ans 
presentant tous un herpes labial. 

Les femaies ont ete reparties en quatre groupes: 

. un groupe temoin d'herpes labial recurrant, 

. un groupe essai de la meme affection soit a 
chague fois 9 personnes, 

♦ un groupe temoin d'herpes divers, 

. un groupe essai d'herpes divers, soit a chague 
fois 3 personnes. 

Les hommes ont ete repartis en deux groupes egaux 
de 58 personnes, un groupe essai et un groupe temoin 
aussi homogene que possible. 

Les temoins sont traites jusgu'a disparition des 
lesions a raison d'une application a 7h, 9h, llh, I3h, 
15h, I7h et I9h pendant trois jours puis d'une 
application matin, midi et soir jusgu'a la fin, d'un 
gel placebo de composition suivante: 

Polyacrylate de sodium reticule: 0,75% 

Caramel: gs pour coloration 

Conservateurs: paraoxybenzoate de propyle et de 
methyle: 0,35%. 

Eau distillee: qs 100%. 

Les groupes essais sont traites dans les memes 
conditions que les temoins avec un gel • de la 
composition suivante: 

Polyacrylate de sodium reticule: 0,75% 

Fraction de proanthocyanidols: 2% 

Conservateurs: paraoxybenzoate de propyle et de 
methyle: 0,35%. 

Eau distillee: qs 100%. 
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Itesultats 

On apprfecie le temps que net la 16s ion & 
disparaitre complfetement ne laissant plus qu'une trace 
cicatricielle total ement fermfee et sfeche. 
Groupe tfemoin des hoxnmes: 5feme jour: 1 

6 feme jour: 4 et 1 abandon 
7feme jour: 4 

8 feme jour: 16 et 2 abandons 

9feme jour: 11 

lOfeme jour: 14 

llfeme jour: 2 

12feme jour: 3 
Groupe essal des hommes: ler jour: 1 

2 feme jour: 5 

3feme jour: 37 

4feme jour: 12 

5 feme jour: 1 

6feme jour: 0 

7feme jour: 1 abandon 

8 feme jour: 1 
Premier groupe temoin des femmes: 

5feme jour: 1 

6feme jour: 1 

7feme jour: 4 

8feme jour: 0 

9 feme jour: 2 abandons 
lOfeme au ISfeme jour: 0 
16 feme jour: 1 
Premier groupe essai des femmes: 

ler jour: 4 
2feme jour: 2 
3feme jour: 2 
4 feme jour: 1 
Deuxifeme groupe tfemoin des femmes: 

13 feme jour: 2 
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I7feme jour: 1 
Deuxi&me groupe essai des feaunes: 

4feme jour: 3 

Outre une efficacitg important e du produit, on 
note chez tous les sujets traitgs une excel lent e 
tolerance au traitement, aucun effet secondaire 
n*ayant 6td signal^, les abandons en cours d 1 essai ne 
sont pas li6s & une intolerance au produit. 
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REVENDI CATIONS 

1/ Composition k base de proanthocyanidols, 
notamment d'origine vtgttale, caracttriste par une 
proportion ponddrale d 9 au moins 50% de molecules ayant 
des poids moldculaires apparents suptrieurs h 2000, 
cette proportion £tant constitute d*au moins 40% de 
proanthocyanidols, ce pourcentage 6tant exprimt en 
fonction tannante, et en ce que ladite composition 
est essentiellement exempte: 

- d' essences aromatigues et notamment d'huiles 
essentielles, de rtsines et autres substances 
lipophiles 

- de sucres polymtriste tels que l'amidon, les gommes, 
les dtrivts cellulosiques, 

- de sucres oligom&res tels que le saccharose, le 
glucose, le levulose. 

2/ Composition & base de proanthocyanidols selon la 
revendication 1, caract6ris6e en ce qu'elle est 
essentiellement exempte: 

- de prolines v6g6tales, 

- d'acide galligue et de tanins galliques, 

- de flavonoides n'appartenant pas & la famille des 
flavanes-diols, 

- de flavanes-diols oligom&res, 

- d'acides phenols. 

3/ Composition selon la revendication 1 ou la 
revendication 2, caractdriste en ce qu'elle est 
constitute d 9 au moins 95% en poids sec de 
proanthocyanidols . 

4/ Composition selon I 1 une quelconque des 
revendications 1 A 3, caract6ris6e en ce que les 
proanthocyanidols ont un poids moltculaire compris 
entre environ 2000 ± 500 et environ 55000 ± 5000. 
5/ Composition selon l 9 une quelconque des 
revendications 1 & 4, caracttriste en ce qu'elle 
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comprend des proanthocyanidols de poids mol£culaire 
environ 45000 i 5000. 

6/ Composition selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 4 caract6ris6e en ce qu'elle 
comprend des proanthocyanidols de poids mol£culaire 
environ 5000 i 500. 

7/ Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 4, caractdrisde en ce qu'elle 
comprend des proanthocyanidols de poids moleculaire 
environ 3000 ± 300. 

8/ Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1 & 7, caract£risee en ce qu'elles 
comprennent des proanthocyanidols sous forme de 
polym&res r£pondant & la formule suivante: 




*5 

dans laquelle n est un entier sup6rieur ou 6gal it 3 et 
de pr6f£rence compris entre 3 et 350. 
R 1# R 2# Kjr et R5 sont ensemble ou s£par6ment f H, OH 
ou 0CH 3 , et de pr£f6rence en ce qu"il s'agit d'un 
polym&re de procyanidol, dans lequel R u R z , et R5 
sent des groupements hydroxyle et R 3 de I'hydrog&ne, 
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ou en ce qu'il s'agit de preference un polymfere de 
prodelphinidol dans lequel R,, Rg, Rj, R* et R5 sont 
des groupements hydroxyle ou en ce qu^il s'agit d'un 
polymfere de promalvidol dans lequel R, et R 3 sont des 
groupements methoxy et R 2 , R4 et R5 sont des 
groupements hydroxy les. 

9/ Extralt v6g6tal selon l'une quelconque des 
revendications 1 t 8, tel qu'obtenu & partir d'un 
vegetal choisi parmi les conifferes tels que Cupressus 
sempervirens, Plnus maritima, les acacias, les 
mimosacees. 

10/ Procdd6 pour la preparation d'une composition & 
base de proanthocyanidols h partir d'une partie de 
plante contenant des proanthocyanidols de PM sup6rieur 
& 2000 selon l'une quelconque des revendications 1 & 
9, caractdrisd en ce qu'il comprend les e tapes 
suivantes: 

- decoction ou maceration dans un alcool, notamment le 
methanol ou l'ethanol, pour eiiminer les 
polysaccharides notamment l'amidon* 

- recuperation des extraits hydroalcooliques et 
evaporation 4 sec, sous pression reduite, suivie 
eventuellement de lavage et recuperation du residu 
sec, 

- reprise du residu sec et filtration pour eiiminer 
une partie de la fraction aromatique de 1' extra it, 

- extraction & contre-courant, k l'aide success ivement 
d'au moins 3 solvants de polar ite croissant e, 
notamment 1" ether ethylique, !• acetate d'ethyle, le 
butanol ou le methanol notamment pour eiiminer les 
essences aromatiques restant, la plus grande partie 
possible des oligomferes de PM infer ieur & 2000 et des 
monomeres de proanthocyanidols et pour recuperer dans 
^La phase elcoolique un extrait vegetal contenant les 
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proanthocyanidols de poids moleculaire superieur a 
2000, 

~ le cas echeant, la purification de l'extrait obtenu 
pour eliminer les solvants restants . 
11/ Procede pour la preparation d'une composition a 
base de proanthocyanidols a partir d'une partie de 
plante contenant des proanthocyanidols de PM superieur 
a 2000 selon l'une quelconque des revendications l a 
9, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes: 

- decoction ou maceration dans un alcool, notamment le 
methanol ou l'ethanol, pour eliminer les 
polysaccharides notamment l'amidon, 

- ultrafiltration des solutions hydroalcooliques sur 
une membrane organique d'une porosite telle que son 
seuil de coupure serait de 20000 Daltons pour une 
proteine globulaire ultrafiltree dans une solution 
agueuse, 

" recuperation des ext raits hydroalcooliques et 
evaporation a sec, sous pression reduite, suivie 
eventuellement de lavage et recuperation du residu 
sec, 

12/ Procede selon la revendication 10 ou n # 
caracterise en ce que l'extrait vegetal recupere est 
concentre puis lyophilise ou cristallise. 
13/ Procede selon la revendication 10 ou la 
revendication 11, caracterise en ce que la matiere 
vegetale initiale est constitute par des cdnes de 
Cupressus sempervirens. 

14/ Composition selon l'une quelconque des 
revendications 1*9, caracterisee en ce qu'elle est 
non cytotoxique. 

15/ Composition pharmaceutique, caracterisee en ce 
qu'elle comprend a titre de principe actif, une 
quantite efficace d'au moins une composition de 
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proanthocyanidols selon I'une quelconque des 
revendications 1 & 9, en association avec un vdhicule 
pharmaceutique acceptable. 

16/ Utilisation d v une composition de 

proanthocyanidols selon I'une quelconque des 
revendications 1 k 9, pour la fabrication d f un 
medicament & activity anti-virale. 

17/ Utilisation d'une composition de proanthocyanidols 
selon l'une quelconque des revendications 1 & 3, pour 
la fabrication d»un medicament & activity anti- 
prot6ase. 
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